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miR-144 AIHA TARE LABIA TOLL 样 受 体 2 的 表达 
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摘要 :目的 明确 TOLL 样 受 体 2(TLR2) 与 microRNA144(miR-144) 作 用 之 间 的 关系 。 方 法 利用 不 同 浓度 的 miR-144 的 模拟 物 
(mimics) AS FF] (inhibitor) BEN FE YE K fil BEAM ed A NR8383 细胞 ,RTqPCR 检测 miR-144 和 TLR2 及 其 下 游 分 子 TNF-o 的 
表达 。 利 用 大 鼠 肝脏 CDNA 为 模板 ,PCR 获取 目的 片段 ( 即 含 miR-144 野 生 及 突变 结合 位 点 的 TLR2 mRNA 的 3UTR 区 ); 用 
Sac | Xba 工 双 酶 切 pmirGLO 报 告 基因 载体 和 含 miR-144 野 生 及 突变 结合 位 点 的 TLR2 mRNA 的 3UTR 区 ,构建 携带 上 述 片段 的 双 
POCA NHR AEA ,并 通过 PCR , 双 酶 切 .DNA 测 序 鉴 定 构建 的 重组 质粒 , 即 pmirTLR2-3'UTR 及 pmirmutant-TLR2-3'UTR ;并 
用 miR-144 的 mimics 与 双 荧 光 素 酶 报告 基因 共 转 染 明 确 miR-144 与 TLR2 mRNA 的 3'UTR 区 的 靶 向 关系 。 结 果 瞬时 转 染 


100 nmol/L miR-144 mimics 后 ,NR8383 细 胞 中 miR-144 表 达 显 著 升 高 ,而 TLR2 及 其 下 游 分 子 TNF-o 表 达 显著 下 降 ; 而 100 nmol/L 
miR-144 inhibitor 作 用 则 相反 。PCR 和 双 酶 切 DNA 测序 结果 证 实 pmir-TLR2-3'UTR 及 pmir-mutant-TLR2-3'UTR 重组 载体 构 
建成 功 ; 用 100 nmol/L miR-144 mimics 与 空 载体 及 上 述 两 个 构建 体 分 别 共 转 染 HEK 293T 细 胞 后 ,pmir-TLR2-3'UTR 转 染 组 相 
对 奖 光 素 酶 活性 显著 降低 。 结 论 miR-144 通 过 靶 向 结合 TLR2 mRNA 的 3UTR 区 负 性 调节 TLR2 及 其 下 游 促 炎 因子 的 表达 。 


关键 词 :miR-144;TOLL 样 受 体 2;NR8383 细 胞 ; 巨 噬 细 胞 ;pmirGLO 报 告 基因 载体 


MicroRNA 144 negatively regulates Toll-like receptor 2 expression in rat macrophages 
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Abstract: Objective To investigate the relationship between miR-144 and Toll-like receptor 2 (TLR2). Methods RT-qPCR was 
used to determine the expression of TLR2 and its downstream inflammatory cytokine TNF-a in rat macrophage cell line 
NR8383 transfected by a mimic miR-144 or miR-144 inhibitor. The fragments of 3'UTR region of rat TLR2 mRNA including 
wild or mutant miR-144 binding site obtained by PCR using rat liver cDNA were ligated to pmirGLO report gene vector 
digested with SacI and Xbal to construct the recombinant vectors of pmir-TLR2-3'UTR and pmir-mutant-TLR2-3'UTR. The 
miR-144 targeting TLR2 was further determined by dual luciferase reporter assay and miR-144 mimics. Results TLR2 and 
TNF-a in NR8383 cells were decreased after transfection with 100 nmol/L mimic miR-144 for 24 h and increased after 
transfection with 100 nmol/L miR-144 inhibitor. PCR and double-enzyme digestion with Sacl and Xbal confirmed successful 
insertion of the target fragments. Dual luciferase reporter assay suggested the binding of miR-144 to the 3'UTR of rat TLR2 
mRNA. Conclusion miR-144 negatively regulates the expression of TLR2 and its down-stream cytokine TNF-a by targeting 


TLR2 in NR8383 cells. 
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Toll #652 {4 (toll-like receptors, TLRs) 广 泛 表 达 于 
天 然 免疫 系统 ,是 一 类 I 型 跨 膜 糖 蛋 白 ,由 胞 外 区 、 监 膜 
区 和 胞 质 区 组 成 。 作 为 一 类 重要 的 模式 识别 受 体 ,Toll 
样 受 体 可 以 识别 一 种 或 多 种 特定 的 微生物 病原 体 及 其 
产物 共有 的 高 度 保守 的 分 子 结构 , 即 病原 相关 分 子 模式 
(PAMP) ,启动 针对 病原 体 的 早期 应 答 ,诱发 获得 性 免疫 
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反应 "。 由 于 TLRs 在 识别 细菌 等 病原 微生物 及 介 导 的 炎症 
反应 信号 转 导 中 发 挥 着 重要 作用 ,是 目前 研究 的 热点 。 多 
项 研究 证 实 TLRs 介 导 的 信号 与 炎症 和 免疫 密切 相关 *。 
TLRs 识 别 配 体 后 ,可 传递 给 细胞 内 的 接头 分 子 髓 样 分 化 
子 88 (myeloid differentiation factor 88, MyD88) 、 
MyD88 接 头 样 蛋白 (MyD88 adaptor-like protein, Mal) , 
Tol 受 体 相 关 的 干扰 素 活 化 剂 (Toll-receptor-associated 
activator of interferon, TRIF) 和 TRIF 相关 接头 分 子 
(TRIF-related adaptor molecule, TRAM)", X24) F 
可 以 通过 激活 炎症 的 主要 调节 物 NF-KB MAPKs 和 
IFEN-B, 引 起 多 种 细胞 因子 的 释放 ,上 调 抗原 提 呈 细胞 
(APCs) 表 面 CD80(B7-1) .CD86(B7-2) 等 共 刺 激 分 子 ， 
并 最 终 激活 特异 性 免疫 系统 ,保护 细胞 ”。 在 我 们 前 期 


201712.01143v1 


chinaXiv 


+ 320 ， J South Med Univ, 2015, 35(3): 319-325 


ChineX iva FRAT 


http://www.j-smu.com 


的 研究 中 发 现 TLR2 AY HB eB EAN SS PES 
症 的 发 生 , 但 其 具体 机 制 不 明 。 

近 几 年 越 来 越 多 的 证 据 表 明 一 些 microRNA 
(miRNAs) 可 能 通过 调节 TLRs 以 及 TLR 信 号 通路 上 关 
键 分 子 如 MyD88、NFkB 等 的 表达 ,从 而 影响 疾病 的 发 
生 。miRNA 是 一 个 约 22nt 的 非 编 码 RNA, 与 其 靶 基 因 
mRNA 3'UTR 区 结合 位 点 完全 或 部 分 互补 配对 结合 ， 
通过 mRNA 降解 或 压抑 翻译 过 程 而 抑制 靶 基 因 的 表 
IAS ,在 细胞 增殖 与 分 化 "细胞 凋 亡 与 死记 ”发 育 "、 
代谢 “免疫 反应 ”肿瘤 发 生 * “等 生物 过 程 中 担 
任 了 非常 重要 的 作用 。 我 们 推测 可 能 有 miRNAs 的 改 
变调 节 了 巨 哈 细胞 TLR2 的 表达 。 生 物 信息 学 预测 显 
示 大 鼠 TLR2 可 能 是 miR-144 的 靶 基 因 。 为 了 证 实 此 
机 制 ,我 们 用 不 同 浓度 的 miR144 的 模拟 物 和 抑制 剂 处 
理 大 鼠 巨 唉 细胞 系 , 明 确 其 对 TLR2 及 其 下 游 分 子 
TNF-o 的 作用 ,并 构建 了 在 含 miR-144 野 生 及 突变 结合 
位 点 的 TLR2 mRNA 3'UTR 区 报告 基因 载体 ,通过 其 
3'UTR 区 报告 基因 进一步 明确 miR-144 与 大 鼠 TLR2 
mRNA 3'-UTR 的 靶 向 关系 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 、 主 要 试剂 及 仪器 

本 实验 选用 4 周 龄 近 交 系 雄 性 E3 大 鼠 2 只 ,来 自 
西安 交通 大 学 医学 部 生物 化 学 与 分 子 生 物 学 系 的 
SPF 级 实验 动物 中 心 。 主 要 试剂 :miR-144 的 mimics 
和 inhibitor ( 上 海 吉 玛 ) ,pmirGLO Dual-Luciferase 
miRNA Target Expression Vector( 简 记 为 pmirGLO $È 
体 ) 及 双 殉 光 素 酶 报告 基因 检测 试剂 盒 (Dual 
Luciferase Reporter Gene Assay Kit) (Promega) ， 
TRIzol® 试 剂 及 Lipofactamine 2000 (Invitrogen) , 反 转 
录 试 剂 盒 Revertaid First Strand cDNA Synthesis 


表 1 microRNA RTqPCR 引物 相关 信息 


Tab.1 Information of the primers for microRNA RT-qPCR 


(Fermentas) , microRNA J #& 3 ist NI & PrimeScript® 
miRNA cDNA Synthesis kit,SYBR® PrimeScript™ RT- 
PCR Kit II, Taq DNA RAME, Sac I Xba 工 限制 性 酶 切 
fig  T, DNA j£ F% Big (TaKaRa) , E.Z.N.A© Fastfilter 
Endo-free Plasmid Mini Kit(OMEGA) , DNA SS Hae 
胶 纯 化 试剂 盒 ( 博 大 泰克 ) , 脂 质 体 "2000 (Invitrogen), 
F-12K(Sigma-Aldrich) 及 低糖 DMEM( 含 1 g/L AEWA) 
液体 培养 基 及 胎 牛 血清 (Hyclone)。 其 余 试剂 均 按 照 分 
子 克 隆 实 验 指南 (第 3 版 ) 的 实验 方法 配制 。 主 要 仪器 有 
凝 胶 成 像 系 统 (SYNGENE) ,实时 定量 PCR 仪 (BIO- 
RAD), 倒 置 灾 光 显微镜 显微镜 (OLYMPUS) ,CO, 培 养 箱 
(HERA cell 150, Thermo electron). 
1.2 细胞 培养 与 转 数 

K EE EAM A ZA NR8383 细胞 按 5x10 池 L 种 于 六 
孔 板 中 ,用 含 20% 胎 牛 血 清 (Hyclone) 的 F-12K 培 养 于 
37 CHA 5% CO; 的 培养 箱 内 , 待 细胞 融合 度 达 到 80% 
~90% ,用 不 同 浓度 (10、50、100 nmol/L) 的 miR-144 
mimics 和 inhibitor 以 及 相应 的 阴性 对 照 tmNC 和 iNC) 
通过 脂 质 体 2000 在 无 血清 培养 基 中 转 染 细胞 ,5 h 后 更 
换 培 养 基 为 完全 培养 基 ,24 h 后 收获 细胞 用 于 后 续 实 验 。 
1.3 RT-qPCR 

所 有 的 组 织 和 细胞 用 TRIzol® 试 剂 提取 总 RNA。 
MicroRNA 表达 的 检测 : 取 2 ug 总 RNA 用 microRNA 
反 转 录 试 剂 傅 PrimeScript® miRNA cDNA Synthesis 
kit 反 转 为 miRNA cDNA, 用 SYBR® PrimeScript™ 
RT-PCR Kit I £47 Realtime-PCR 检测 miR144、U6 的 
表达 。miRNA 特 异 的 REqPCR 反 应 条 件 为 :Cycle 1 的 
Step 1:95 C 2 min;Cycle 2 的 Step 1:95 °C 15 s, Step 
2:60 C 45 S, 共 40 循 环 。 引 物 序 列 和 退火 温度 见 表 1。 
miR-144 的 下 游 引 物 为 反 转 录 试 剂 盒 提供 的 Uni-miR 
RT-qPCR 通用 引物 。 


microRNA Primer sequence Annealing temperature (°C) 
Forward: CGGTACAGTATAGATGATGTACT 
rno-miR-144 Eaa f 60 
Reverse: Uni-miR qPCR primer 
Forward: CTCGCTT CAGCACA 
U6 snRNA orward: CTCG CGGCAG 5 


Reverse: AACGCTTCACGAATTTGCGT 


基因 mRNA 表达 的 检测 : 取 5 ug 总 RNA 用 反 转 录 
试剂 盒 Revertaidm First Strand cDNA Synthesis 反 转 为 
cDNA, 通 过 用 SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit Ii 
行 Realtime-PCR 检 测 B-actin .TLR2、TNF-o 的 表达 。 引 
物 序列 和 退火 温度 见 表 2。RT-gPCR 的 反应 条 件 为 : 
Cycle 1 的 Step 1:95 °C 3 min;Cycle 2 的 Step 1:95 °C 
10 s,Step 2:i8 K 30 s, £40 AI , Step 3:72 C 30 s 并 


收集 荧光 数据 ;Cycle 3 的 Step 1:55 C 30 s, 共 41 循 环 ， 
并 收集 荧光 数据 做 伴 解 曲线 。 
1.4 构建 体 引物 的 设计 

在 GeneBank 里 查找 Rattus norvegicus Toll like re- 
ceptor2 mRNA 的 全 序列 (序列 号 :NM_198769)。 利 用 
Primer Premier 5.0 软件 设计 包含 miR-144 野 生 及 突变 
结合 位 点 的 TLR2 mRNA 3'UTR 区 报告 基因 载体 的 引 
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表 2 RT-qPCR 引物 相关 信息 
Tab.2 Primers for RT-qPCR of TLR2 and TNF-a mRNAs 


Rat genes GenBank Accession NO. Primer sequence Product (bp) Annealing temperature (°C) 
Forward: 5'-CTCCTGTGAACTCCTGTCCTT-3' 
TLR2 NM_198769 74 54 
Reverse: 5'-AGCTGTCTGGCCAGTCAAC-3' 
Forward: 5'-TCAGCCTCTTCTCATTCCTGC-3' 
TNF-a NM_012675 203 54 
Reverse: 5'-TTGGTGGTTTGCTACGACGTG-3' 
Forward: 5'-CACCC GCGAG TACAA CCTTC-3' 
B-actin NM_031144 207 58 


Reverse: 5'-CCCAT ACCCA CCATC ACACC-3' 


物 ,上 游 引物 带 有 限制 性 内 切 酶 Sac T 的 酶 切 位 点 ,序列 
为 :5-TCCGAGCTCGTTCTCCACCCTGTTTC-3', 下 
游 引物 带 有 限制 性 内 切 酶 XbaI 的 酶 切 位 点 ,序列 为 :5- 
GCCGCTCTAGATATATAACAGTATTCAAG-3', PCR 
扩 增 产物 长 186 bp; 包含 miR-144 突变 结合 位 点 的 
TLR2 mRNA 3'UTR 区 报告 基因 载体 的 引物 ,上 游 引物 
带 有 限制 性 内 切 酶 Sac I 的 酶 切 位 点 ,序列 为 :5'-TCC- 
GAGCTCGTTCTCCACCCTGTTTC-3', 下 游 引 物 带 有 
限制 性 内 切 酶 Xba [的 酶 切 位 点 ,序列 为 :5-GCTCTA- 
GATATTTATATAGCGGCATTCAAGATAAAGCT- 
CA-3"( 双 下 划 线 为 突变 后 的 碱 基 ) ,利用 基因 克隆 技术 
分 别 构建 含 miR-144 野生 结合 位 点 的 TLR2 mRNA 
3'UTR 区 报告 基因 载体 ( 简 记 为 pmir-TLR2-3'UTR) 以 
BF miR-144 突变 结合 位 点 的 TLR2 mRNA 3'UTR 区 
报告 基因 载体 ( 简 记 为 :pmir-mutant-TLR2-3'UTR ) 的 
重组 质粒 。 

1.5 pmir-TLR2-3'UTR & pmir-mutant-TLR2-3'UTR 的 
构建 

首先 取 E3 大 鼠 肝 组 织 50~60 mg TRIzol@ 试 剂 说 明 
书 提取 肝 总 RNA 并 定量 ,RT-PCR 获取 含 miR-144 野 牛 
及 突变 结合 位 点 的 TLR2 mRNA 3'UTR 的 目的 片段 。 
复苏 并 扩 增 pmirGLO 载 体 菌 种 ,提取 质粒 并 定量 。 用 
限制 性 内 切 酶 Sac I 和 Xba I Xt H HYH Be PCR 产物 和 
pmirGLO 质粒 进行 双 酶 切 , 酶 切 产 物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 
电泳 后 ,再 紫外 透射 下 切 下 目的 条 带 和 pmirGLO 质粒 ， 
用 DNA 琼 脂 糖 凝 胶 纯 化 试剂 盒 分 别 回 收 并 定量 。 

用 T DNA 连接 酶 连接 双 酶 切 纯化 后 的 pmirGLO 
载体 和 目的 片段 (载体 DNA: 目 的 片段 DNA 摩尔 数 之 
比 为 1:3) ,选用 10 由 连接 体系 ,12 CERIK. PUER 
产物 5 LL 加 入 100 jl DH5o 感 受 态 细胞 , 分 设 加 PBS 的 
阴性 对 照 和 加 pmirGLO 质粒 阳性 对 照 。 具 体操 作 遵照 
分 子 克隆 指南 。 

1.6 JAPCRSac I 和 Xba 工 双 酶 切 以 及 DNA 测 序 鉴定 重 
组 质粒 pmir-TLR2-3'UTR 及 pmir-mutant-TLR2- 3'UTR 

从 pmir-TLR2-3'UTR 及 pmir-mutant-TLR2-3'UTR 
LB 平板 上 随机 挑 取 3~5 个 阳性 克隆 ,加 入 5 ml 含有 
100 ug/ml 氮 从 青霉素 的 LB 液体 培养 基 中 ,在 恒温 振荡 


器 ,37 剧烈 震荡 培养 16 h。 在 超 净 工 作 台 内 , 取 1 ml 
菌 液 4% 保 存 , 用 于 测序 。 剩 余 菌 液 ,按照 质粒 小 提 试 
剂 盒 提取 重组 质粒 pmir-TLR2-3'UTR 及 pmir-mutant- 
TLR2-3'UTR。 以 提取 的 pmirGLO 质粒 和 重组 质粒 
pmir-TLR2-3'UTR 及 pmir-mutant-TLR2-3'UTR 为 模 
版 ,PCR 扩 增 含 miR-144 野生 及 突变 结合 位 点 的 
TLR2mRNA 3'UTR 的 目的 片段 ;按照 20 由 双 酶 切 体 
系 ,用 限制 性 内 切 酶 Sac I 和 Xba | 双 酶 切 鉴定 重组 质粒 
pmir-TLR2-3'UTR 及 pmirmutant-TLR2-3'UTR 后 ;1% 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 PCR 及 双 酶 切 产 物 并 照 像 。 将 重 
组 质粒 pmir-TLR2-3'UTR 及 pmir-mutant-TLR2-3'UTR 
菌 液 送 给 公司 测序 。 
1.7 荧光 素 酶 活性 的 检测 

上 述 构 建 的 载体 通过 去 E.ZN.A.TM Endo-free 
Plasmid Maxi Kit(Omega Bio-tek) 提 取 试 剂 盒 提取 无 
内 毒素 质粒 。HEK-293T 细 胞 按 5x10 和 /和 L 种 于 48 了 乱 板 ， 
培养 于 含 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培 养 基 中 , 待 细胞 融 
合 度 达 到 80% ,在 脂 质 体 2000 的 介 导 下 ,分别 用 100 ng 
三 种 载体 (pmir vector.pmir-TLR2-3'UTR vector, pmir- 
mutant-TLR2-3'UTR vector) 与 100 nmol/L miR-144 
mimics 共 转 染 293T 细胞 24 h 后 ,在 Luminometer 
(VICTOR™ 2030 Multilabel Plate Reader, PE, USA) 用 
检测 双 荧 光 素 酶 试剂 盒 Dual-Luciferase® Reporter 
1000 Assay System (Promega) 检 测 荧光 素 酶 的 活性 , 相 
MTDC ZS BAR PE (EL OT BPE m FER OG ZS BEY 
TAPE AS TE He HEE Ae EIT PE ATT 45 BU VY ( firefly 
luciferase activity/renilla luciferase activity, FL/RL), ^ 
同 组 间 标 准 化 后 的 相对 荧光 素 酶 活性 用 于 进行 统计 分 析 。 
1.8 统计 学 处 理 

KH Stat View 统计 软件 进行 统计 分 析 , 实 验 组 与 
对 照 组 之 间 显 著 性 比较 用 单 因 素 方差 分 析 (One-way 
ANOVA, Bonferroni) ,以 P<0.05 为 有 显著 性 差异 。 


2 结果 
2.1 不 同 浓 度 miR-144 的 mimics 和 inhibitor 对 TLR2 及 
其 下 游 促 炎 因子 表达 的 影响 

结合 文献 ,用 10、50、100 nmol/L miR-144 mimics 
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转 染 NR8383 细胞 , RT-qPCR 结果 显示 ,与 mNC 组 相 
比 ,3 个 浓度 转 染 组 miR-144 的 表达 均 升 高 (U6 为 内 参 
基因 ) ,其 中 以 100 nmol/L 升 高 最 显著 (高 于 对 照 组 约 
600 售 )( 图 1A)。 另 外 ,我 们 发 现在 不 同 浓度 mimics 作 
用 下 ,TLR2 的 表达 与 对 照 组 相 比 显著 下 降 (B-actin 为 内 
参 基因 ), 其 中 以 100 nmoyL 组 下 调 最 多 。 其 下 游 促 炎 
因子 TNF-o 也 在 该 浓度 miR144 mimics H F ,表达 显 
著 降 低 ( 图 1B)。 因 此 ,我 们 选用 100 nmol/L 作为 
miR144 mimics 的 后 续 工 作 浓度 。 


> 
iv] 


Normalized relative expression 
Normalized relative expression 
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用 10, 50, 100 nmol/L miR144 inhibitor 处 FE 
NR8383 细胞 后 ,RT-qPCR 结果 显示 :与 iNC 组 相 比 ,3 
个 浓度 转 染 组 miR-144 的 表达 均 降 低 (U6 为 内 参 基 
) ,其 中 以 100 nmol/L 降低 最 显著 (图 1C)。 另 外 ,我 
们 发 现在 该 浓度 下 ,TLR2 其 下游 促 炎 因子 TNF-a 的 表 
达 与 对 照 组 相 比 均 显 闭 升 高 (B-actin 为 内 参 基因 )( 图 
1D) ,我 们 选用 100 nmol/L EW miR-144 inhibitor 的 后 
续 工 作 浓度 。 


TNF-a 


图 1 miR-144 ff) mimics # inhibitor tA FRB AA A NR8383 TLR2 及 其 下 游 分 子 的 影响 
Fig.1 Effect of miR-144 mimics and inhibitor on TLR2 and its target genes in NR8383 cells. 

A, B: After transient transfection with different doses (10, 50, 100 nmol/L) of miR-144 mimics 
for 24 h, the expression of miR-144 (A, the results was normalized by mNC with U6 as the 
housekeeping gene), TLR2, and its downstream proinflammatory cytokine TNF-a (B, the 
results was normalized by mNC with B-actin as the housekeeping gene) were detected in 
NR8383 cells. C, D: After transient transfection with different doses (10, 50, 100 nmol/L) of 
miR-144 inhibitors for 24 h, the expression of miR-144 (C, the results was normalized by mNC 
with U6 as the housekeeping gene), TLR2, and its downstream proinflammatory cytokine 
TNF-a (D, the results was normalized by iNC with f-actin as the housekeeping gene) were 
detected in NR8383 cells. The data were expressed as Mean+SEM. *P<0.05, **P<0.01. 


2.2 pmir-TLR2-3'UTR #e pmir-mutant-TLR2-3'UTR € 
组 载体 的 鉴定 

为 了 明确 miR-144 与 TLR2 的 靶 向 关系 ,我 们 构建 
了 miR-144 野生 及 突变 结合 位 点 的 TLR2 mRNA 
3'UTR 区 报告 基因 载体 。 挑 选 出 含 氨 节 青霉素 的 LB 平 
板 上 挑选 重组 质粒 的 阳性 克隆 ,液体 LB 培养 基 扩 增 后 
提取 质粒 并 定量 。 以 提取 的 pmir-TLR2-3'UTR 重组 质 
粒 分 别 为 模板 ,用 构建 pmirTLR2-3'UTR 载体 所 用 引 
Py sy i EFT PCR 扩 增 ,1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 PCR 产 


Py ,结果 显示 在 100 bp 和 250 bp 之 间 ( 图 2A) 有 一 条 明 
显 的 条 带 , 它 们 与 目的 片段 的 大 小 相 一 致 ;以 提取 的 
pmirGLO 质粒 为 模板 ,用 构建 pmir-TLR2-3'UTR 载体 
所 用 引物 进行 PCR 扩 增 ,1% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 PCR 
产物 ,结果 均 显示 无 任何 条 带 。 这 说 明 pmirTLR2- 
3'UTR 重 组 质粒 中 均 包 含有 目的 片段 。 
限制 性 内 切 栈 Sac I A Xba 工 双 酶 切 pmirTLR2- 
3'UTR 重 组 质粒 ,1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 图 上 可 见 2 条 清晰 
条 带 ,其 中 1 个 位 于 DNA marker 所 示 的 7000~8000 bp 
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之 间 , 另 一 个 位 于 100~250 bp 之 间 , 这 分 别 与 pmirGLO 
质粒 (7350 bp) 及 目的 片段 (186 bp) 的 大 小 相 一 致 
(图 2A); 然 而 pmirGLO 质粒 用 限制 性 内 切 酶 Socc IAI 
Xba I 双 酶 切 后 ,在 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 图 上 只 有 1 个 条 
带 位 于 DNAmarker 所 示 的 7000~8000 bp 之 间 , 这 只 与 

pmirGLO 质粒 (7350 bp) 的 大 小 相 一 致 (图 2A)。 这 些 
说 明 pmir-TLR2-3'UTR 重 组 质粒 经 过 Sac 工 和 Xu 工 双 
酶 切 后 可 以 释放 出 目的 片段 。 对 构建 的 pmir-TLR2- 
3'UTR 重 组 质粒 进行 测序 ,并 用 DNAssist2.2 软件 将 测 
序 结果 与 从 GenBank 中 拷贝 的 TLR2 mRNA 3'UTR 序 
列 进行 比 对 ,pmir-TLR2-3'UTR 重 组 质粒 中 插入 片段 与 
GenBank 中 TLR2mRNA 3'UTR 序列 完全 相同 。 

HI PCR 和 酶 切 的 方法 鉴定 pmir-mutant-TLR2- 
3'UTR 重 组 载体 ,结果 见 图 2B。 对 构建 的 pmir-mutant- 
TLR2-3'UTR 重组 质粒 进行 测序 ,并 用 DNAssist2.2 软 
件 将 测序 结果 与 从 GenBank 中 拷贝 的 TLR2 mRNA 
3'UTR 序列 进行 比 对 ,pmirmutant-TLR2-3'UTR 重组 
质粒 中 插入 片段 与 GenBank 中 TLR2 mRNA 3'UTR 序 
列 有 3 个 碱 基 不 同 ,这 恰好 是 我 们 设计 的 突变 位 点 。 


250 


图 2 pmir-TLR2-3' UTR 重 组 载体 和 突变 体 的 鉴定 

Fig.2 Identification of the constructs pmir-TLR2-3'UTR and 
pmir-mutant-TLR2-3'UTR by PCR and SacI and Xbal double 
digestion. A: Identification of pmir-TLR2-3'UTR. M1 and M2 
are markers for 1 kb and 250 bp, respectively; Lane 1: PCR 
product; Lanes 2, 3: Double digestion product of pmirGLO 
vector and pmir-TLR2-3'UTR, respectively; B: Identification of 
pmir-mutant-TLR2-3'UTR. M1, M2: Markers for 1 kb and 250 
bp, respectively. Lane 1: PCR product; Lanes 2, 3: Double 
digestion products of pmirGLO vector and pmir-mutant- 
TLR2-3'UTR, respectively. 


2.3 miR-144 if it 5 TLR2 mRNA 3'UTR 区 靶 向 结合 
调节 TLR2 的 表达 

为 了 证 实 miR-144 是 否 影响 TLR2 的 表达 ,我们 
选择 上 述 携带 了 野生 型 和 突变 体 并 鉴定 成 功 的 两 种 
载体 pmir-TLR2-3'UTR vector 和 pmir-mutant-TLR2- 
3'UTR ,在 脂 质 体 2000 介 导 下 ,用 100 nmol/L miR-144 
mimics 或 者 mNC 分 别 与 100 ng 三 种 载体 ( 空 载 体 以 及 


两 种 构建 体 ) 共 转 染 HEK 293T 细 胞 24 h。 结 果 表 明 ， 
与 mNC 组 相 比 ,在 miR-144 mimics 作 用 下 ,293T 细 胞 
转 染 pmirTLR2-3'UTR 载体 后 相对 荧光 素 酶 的 活性 显 
著 降 低 ,而 pmir-vector 和 pmir-mutant-TLR2-3'UTR 4A 
的 荧光 素 酶 活性 则 没有 因 miR-144 mimics 的 作用 而 明 
显 改 变 。 另 外 ,即使 在 miR44 mimics 和 载体 共 转 染 的 
作用 下 ,与 空 载体 pmir-vector 和 突变 体 pmir-mutant- 
TLR2-3'UTR 组 相 比 ,野生 型 的 pmir-TLR2-3'UTR 组 转 
染 的 293T 细 胞 相对 荧光 素 酶 活性 显著 降低 。 但 是 与 
MNC 共 转 染 的 3 组 间 菊 光 素 酶 活性 没有 明显 差异 (图 
3)。 这 些 结果 说 明 miR-144 可 以 直接 靶 向 结合 于 大 鼠 
TLR2 mRNA 的 3UTR 区 , 即 大 鼠 TLR2 是 miR-144 的 
ALE, 
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mNC + 
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ek | 
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图 3 3 MikR-144 5XGRTLR2 mRNA 3'-UTR 
的 作用 关系 

Fig.3 Identification of the relation between 
MiR-144 and 3'-UTR of rat TLR2 mRNA. *P< 
0.05, **P<0.01. 
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3 讨论 
多 项 报道 证 实 肝 脏 TLR 信和 号 通路 的 激活 和 促 炎 细 
胞 因子 的 产生 在 非 酒精 性 脂肪 肝炎 (NASH) 的 发 病 过 
程 中 有 关键 意义 “7"。 其 中 ,TLR2,TLR4 和 TLR9 与 
NASH 的 联系 尤为 密切 。 被 饱和 脂肪 酸 触 发 的 TLR4 
言 号 可 通过 激活 X- 盒 结合 蛋白 1 从 而 介 导 肥胖 诱导 
的 NASH 的 发 生 喇 , 它 同 样 可 以 由 肠 道 微生物 群 的 内 
毒素 所 触发 ,继而 通过 肝 库 夫 细胞 TNF-o 信 号 介 导 果 
糖 诱导 的 NASH 的 发 生 ”。 男 外 ,TLR2 和 TLR9 也 被 
认为 可 分 别 通过 激活 炎 性 体 或 诱导 白细胞 介 素 1B, 从 而 
促进 胆 碱 缺乏 氨基 酸 缺 乏 的 饮食 诱导 的 NASH 的 发 
生 居 3。 在 前 期 研究 成 果 中 ,我 们 发 现在 高 脂 饮 食 诱 
导 的 代谢 综合 征 模型 中 ,TLR2 及 其 下 游 分 子 TNF-o 在 
模型 E3 大 鼠 肝 脏 表 达 显 著 升 高 ,这 与 男 外 两 个 研究 小 
组 的 报道 一 致 “ 沁 。 这 也 说 明 TLR2 的 激活 与 促 炎 因子 
的 产生 与 高 脂 饮食 诱导 的 非 酒 精 性 脂肪 肝炎 的 发 生 密 
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切 相关 。 
近年 来 , 越 来 越 多 的 报道 证 实 miRNAs 参 与 TLR 
言 号 通路 的 异常 激活 。 比 如 miR-105 和 miR-19 能 调节 
口腔 角质 细 和 人 类 风湿 纤维 细胞 样 滑 膜 细 胞 TLR2 的 
表达 "下 。 因 此 ,我 们 有 理由 相信 在 高 脂 饮食 诱导 的 代 
谢 综合 征 模型 中 TLR2 的 高 表达 可 能 与 某 些 miRNAs 
的 表达 改变 有 关 。 研 究 表 明 ,TLR2 和 TLR4 的 激动 剂 ， 
以 及 TNF-Q 可 以 诱导 单 核 细胞 miR-132 和 miR-9 的 表 
达 , 而 上 调 的 miR-132 和 miR-9 可 能 通过 激活 TLR2 和 / 
或 升 高 TNF-a 从 而 促进 NASH 的 发 生效。 我 们 通过 
生物 信息 学 预测 软件 ,预测 了 一 系列 可 能 与 TLR2 
mRNA 3'UTR 区 结合 的 miRNAs, 在 前 期 检测 的 
miRNAs 预 实验 中 , 仅 有 miR-144 在 高 脂 饮食 诱导 的 E3 
大 鼠 代 谢 综合 征 模型 肝脏 中 显著 低 表达 ,推测 TLR2 可 
能 是 miR-144 的 靶 基 因 。miR-144 被 认为 是 一 种 常见 
人 类 肿瘤 疾病 的 的 miRNA 标 志 四 ,可 促进 红细胞 的 生 
成 “。 在 2 型 糖尿 病 中 , 升 高 的 循环 miR-144 可 以 通过 
抑制 胰岛 素 受 体 底 物 从 而 损害 胰岛 素 信号 ””。 然 而 , 目 
前 尚 无 文献 报道 它 与 TLR2 的 靶 向 调节 关系 ,因此 我 们 
设计 一 系列 实验 明确 它们 的 作用 关系 。 

有 文献 报道 在 炎症 性 肝 损 害 发 生 时 ,定居 在 肝 内 的 
巨星 细胞 库 夫 细 胞 会 被 损伤 和 病原 体 相关 的 分 子 模式 
通过 TLRs 激 活 汪 2 。 前 期 研究 发 现 , 在 高 脂 饮食 诱导 
的 代谢 综合 征 模型 肝 .表达 上 调 的 TLR2 主要 位 于 肝 库 
夫 细 胞 , 故 推测 肝 库 夫 细胞 高 表达 的 TLR2 可 能 与 触发 
肝脏 炎症 和 相关 炎症 因子 的 产生 密切 相关 ,进而 导致 
NASH 的 发 生 有 关 。TNF-o 是 TLR2 信和 号 通路 的 下 游 丢 
向 分 子 , 被 认为 在 NASH 发 生发 展 中 起 到 招募 炎症 细 
胞 ”损害 胰岛 素 信 号 ”的 作用 。 因 此 ,用 不 同 浓度 的 
miR-144 的 mimics fil inhibitor EFA FARE MANA 
NR8383 细胞 ,进一步 研究 miR-144 对 TLR2 及 其 下 游 
促 炎 因子 的 影响 。 结 果 显 示 , 随 着 miR-144 的 升 高 或 降 
低 ,TLR2 以 及 促 炎 因子 TNF-o 的 表达 呈现 相反 的 趋势 ， 
尤其 在 100 nmol/L 浓 度 时 最 明显 。 因 此 ,miR-144 能 负 
性 调节 TLR2 及 其 下 游 信号 分 子 TNF-a 的 表达 。 

为 了 明确 miR-144 是 否 靶 向 调节 TLR2 的 表达 ,用 
miR-144mimics 和 成 功 构建 的 野生 型 pmir-TLR2- 
3'UTR 和 突变 型 pmir-mutant-TLR2-3'UTR West M 
报告 基因 载体 同时 转 当 293T 细 胞 ,研究 miR144 与 
TLR2 mRNA 的 3UTR 区 靶 向 结合 关系 。 结 果 发 现 
miR144 的 mimics 与 野生 型 pmir-TLR2-3'UTR 共 转 染 
时 ,与 空 载体 组 和 突变 体 pmir-mutant-TLR2-3'UTR 组 
相 比 ,293T 细 胞 的 奖 光 素 酶 活性 显著 降低 ,说明 大 鼠 
TLR2 mRNA 的 3UTR 区 存在 miR-144 的 结合 位 点 , 即 
TLR2 是 miR144 的 靶 基 因 。 这 为 我 们 今后 研究 
miR-144 对 大 鼠 TLR2 调 节 及 其 在 NASH 发展 中 的 作 


用 机 制 提供 了 坚实 的 基础 。 
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